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Badania nad przemianą aminokwasową płynnej hodowli laseczki tezea 
(Clostridium tetani). IV. Analiza jakościowa związanych aminokwasów 
podłóż i przesączy dziesięciodniowej hodowli laseczki tężca 


Htejeq0BaHna aMMHOKUCIIOTHOTO OOMEHA Z2KUAKOU 
ACCATUAHEBHOM KYNBTYPBI NAJIOUKM CTOROHAKA (Clostridium tenati). 
IV. KauecTBeHHBrii aHaAJIH3 (UKCHPoBAHHBIX AMMUHOKUCIOT CYOGCTPATOB 
u (PuUJIBTPaTOB ĄECATHĄHEBHO KYJBTYPBI NAJOCUKU CTOJOHAKA 


An Examination of the Amino Acid Transformation of the Liquid 

10-Day-Old Culture of Clostridium tetani. IV. Qualitative Analysis 

of Bound Amino Acid Media and Filtrates of the 10-Day-Old 
Culture of Clostridium tetani. 


Podczas ustalania składu jakościowego wolnych aminokwasów pożywek Le- 
groux-Ramon oraz przesaczy otrzymywanych z hodowli laseczki tężca stwierdzono, 
że w tych ostatnich już w drugim dniu inkubacji pojawia się: ß-alanina i dwie 
nie zidentyfikowane ninhydrynopozytywne substancje (Klimek (4)). W związku 
z tym wyłonił sie problem, czy wymienione produkty powstają na drodze proteoli- 
tycznego rozkładu podłoża, czy też na drodze metabolicznych przemian, jakie to- 
warzyszą procesom życiowym laseczki tężca. Podjęcie obecnego tematu uzasadnia 
konieczność rozstrzygnięcia postawionych wyżej pytań w oparciu o przeprowadzone 
badania. 


MATERIAŁY I METODY 


Związane aminokwasy podłóż Legroux-Ramon oraz przesączy laseczki tężca 
(Klimek (3)) określano chromatograficznie (Klimek (4)) po hydrolizie kwaśnej, 
przeprowadzonej w zatopionych ampułkach w obecności 6n HCl przez 36 godzin 
w temperaturze 120°C. Wszystkie wzorce aminokwasowe oraz odczynniki stosowane 
w pracy pochodziły z Hurtowni Chemicznej w Gliwicach. 
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BADANIA WLASNE 


a) Hydroliza podłóż Legroux-Ramon oraz przesa- 
ezy dziesieciodniowych hodowli Cl. tetani. 


1 ml badanej próbki zakwaszano 4 ml 6n HCI oraz umieszczano 
w zatopionej ampulce, która wstawiano pionowo do zlewni ogrzewanej 
kuchenką elektryczną. Temperaturę 120°C ustalano przy pomocy odle- 
głości względem grzejnika. W omawianym przypadku nie przekraczała 
ona 5 cm. Po 36 godzinach ampułkę otwierano i usuwano substancje 
huminowe przez odwirowanie. Po odpędzeniu HCI w eksykatorze próż- 
niowym suchą pozostałość rozpuszczano w 0,5 ml wody podwójnie de- 
destylowanej. 


b) Chromatograficzna analiza jakościowa związa- 
nych aminokwasów podłóż Legroux-Ramon oraz 
przesączy dziesięciodniowych hodowli Cl. tetani. 


Wodny roztwór związanych aminokwasów, otrzymanych po hydrolizie 
kwaśnej nakraplano na bibułę chromatograficzną, po czym identyfiko- 
wano je zgodnie z opisem podanym w pracy Klimka (4). Skład ja- 
kościowy związanych aminokwasów w podłożach Legroux-Ramon oraz 
przesączach dziesięciodniowych hodowli laseczki tężca przedstawia tab. 1 
i tab. 2. W drugiej kolumnie tych tabel podano nazwy aminokwasów, 
przy czym przez X, i X, oznaczano dwie nie zidentyfikowane ninhydry- 
nopozytywne plamy. W trzeciej kolumnie umieszczono numery serii 
(cyfry arabskie określają podłoża użyte do masowych hodowli, cyfry 
rzymskie podłoża stosowane do posiewów kontrolnych w skali laborato- 
ryjnej). 


OMÓWIENIE WYNIKÓW I WNIOSKI 


Zestawiając skład aminokwasowy podłóż Legroux-Ramon przed hy- 
drolizą (tab. 1 — Klimek (4)) oraz po hydrolizie (tab. 1), stwierdza sie 
dodatkowo w tych ostatnich: cystynę i hydroksyprolinę. Równocześnie 
zauważa się w analizowanych pożywkach brak ß-alaniny oraz dwu nie 
zidentyfikowanych ninhydrynopozytywnych związków. Podobne zesta- 
wienia przeprowadzone dla dziesięciodniowych przesączy hodowli la- 
seczki tężca przed hydrolizą (tab. 2 — Klimek (4)) oraz po hydrolizie 
(tab. 2) wskazują, że cystyna i hydroksyprolina pojawia się dopiero 
w hydrolizatach, natomiast P-alanina i dwie nie określone ninhydryno- 
pozytywne substancje występują zarówno przed, jak i po hydrolizie oma- 
wianych przesączy. 
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Z przeprowadzonych badań wynika, że temperatura 120°C i czas hy- 
drolizy w granicach do 36 godzin nie wpływają destruktywnie na ß-ala- 
ninę i dwa nie zidentyfikowane ninhydrynopozytywne związki. W opar- 
ciu o to i o poprzednio opisane zestawienia przypuszcza się, że substraty 
te nie powstają na drodze proteolitycznego rozkładu peptydów pożywki, 
lecz na drodze złożonych przemian biochemicznych, towarzyszących pro- 
cesom życiowym laseczki tężca. Wykrycie cystyny i hydroksyproliny 
jedynie w hydrolizatach, zarówno w przypadkach podłóż, jak i przesączy, 
wskazuje na to, że te aminokwasy występują w białkach podłoża Le- 
groux-Ramon, ale nie są wydzielane z niego przez enzymy proteolityczne 
(Świtalska, 7) wytwarzane przez komórki laseczki tężca. 


Tab. 1. Skład jakościowy związanych aminokwasów w różnych seriach podłóż 
A qualitative composition of bound amino acids in different media 


Lp.| Nazwa aminokwasu -~Z Seria 
93 94 100 101 102 104 105 108 109 110 112 I I III 
1| Cystyna (+++ + + + + + + + + + + + 
2 | Lizyna I HH + + Ft +t FH ++ 
3 Histydyna E E I i He ee = ONE ONE 
4 Asparagina av ee o URP u sle. ©, WR es pk ge 
5 | Arginina - + + + + + + + + + + 
6 | Kwas asparaginowy |+ + + = I 7 } ; 7 r + + w cr 
7 | Glicyna +++ + + + 2 + + + + + > + 
8 | Seryna OE "ih" <a" oso op we zy ok cho SĘ. 4 8 
9 Hydroksyprolina + ++ 4 + + 2 + + + + + + + 
10 Kwas glutaminowy a A a taż 0-4 ; ł t es Fae ae ER RR 
11 Treonina + ee ee O 0 <> 
12 | a-alanina er ee e GE Gi? R dh SE GO s 
13 Prolina ee AS = ee rq t + ł 
14 ß-alanina N ee eye ae Se SS 
15 | Tyrozyna +++ + + + + + + + + + + + 
16 | Tryptofan +++ + + + + + + + + + + + 
17 | Metionina +++ + + + + + + + + + + + 
18 | Walina +++ + + + + + + + + + + + 
19 | Fenyloalanina Ao RUS a ZR E Sa A] 
20 | Izoleucyna +++ + + + + + + + + + + + 
21 | Leucyna +++ + + + + + + + + + + + 
| 2! X, A ete ee eS a N ae Es 
23 | X STOW AAA ATN kes ee (he 
| + Obecny aminokwas, — Nieobecny aminokwas R 


Opisane wyniki doświadczeń oraz dokonane spostrzeżenia w zesta- 
wieniu z badaniami przeprowadzonymi przez Malgrasa i wsp. (5), 
Surjan (6) i Vinet i wsp. (8) nad składem aminokwasowym róż- 
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Tab. 2. Skład jakościowy związanych aminokwasów w różnych seriach przesączy 
dziesięciodniowych hodowli CL. tetani 
A qualitative composition of bound amino acids in different filtrates of the 
10-day-old culture of Clostridium tetani 


| A Seria 
Lp. Nazwa aminokwasu 
| 93 94 100 101 102 104 105 108 109 110 112 I II III 
1 Cystyna ARE A are + 4 - — + + + 
2 Lizyna a ae E "ak JE t + E Ha e "CE 
3| Histydyna > s Eo E + } t rot 
4 Asparagina śl AOC il Bo r Gl A ł 
5 Arginina SE sko GR tro SR sko R af E A E (ad OFE 
6 Kwas asparaginowy ES (SEY EEE + + PA 
7| Glicyna +++ + + + + + + + + + 
8 Seryna D ik kr <g> ES AS E O E A ah 1 *E 
9 Hydroksyprolina ts e Abe EBs cae H + + + + 
10 | Kwas glutaminowy + + + + + + + + + + + + + + 
11 Treonina FH Gz Hy (86 <<" Eee 
12 | «-alanina see Go dh CT re } o + 
13 Prolina Pehi- p, ck cua Eee ee 
14 ß-alanina a akg abo © e go ak ab E <K ub Sb 
15 | Tyrozyna <=: gł 5Ro ES ern A A O sko <bo Gp Dune 
16 | Tryptofan +++ + + + + + + + + + + + 
17 Metionina a po ak 0 s o AE NES E PS EE CE 
18 | Walina +++ + + + + + + + + + + + 
19 Fenyloalanina + + 1 + + + Eo Sh ee op 
20 | Izoleucyna +++ + + + + + + + + + + + 
21 | Leucyna ++ + ch AA GR de A 
| 22 Ki +++ + + + + + + + r tt + + 
23 | % +++ + + + E r + + + + + + 
A A ty ZZO A cia 
| + Obecny aminokwas, -— Nieobecny aminokwas 


nych pożywek używanych do hodowli laseczki tężca oraz nad otrzyma- 
nymi z nich przesączami, dowodzą, że ß-alanina i dwa nie zidentyfiko- 
wane ninhydrynopozytywne związki nie były dotychczas wykrywane 
przy tego rodzaju badaniach. Stwierdzenie, że cystyna i hydroksyprolina 
nie odgrywają żadnej roli w procesach życiowych i toksynotwórczych 
laseczki tężca, jest w zasadzie zgodne z obecnie przyjętym poglądem 
Feeney i wsp. (1 i 2). 
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A 


Prace otrzymano 10 III 1965. 


PE3IOME 


YcTaHOBJIeHO, YTO IpoTeOJIMTMUECKME 2H3MMBI, OÓpAa3OBAHHbie ma- 
JIOUKOŃ CTOJIÓHAKA, He BBIĄEJAIOT IMCTMHA M TUAPOKCUMPOJIMMHA M3 eJ- 
xa cyőcrpara Legroux-Ramon. CBepx Toro ycTaHOBJIeHO, YTO f-aJaHuH, 
a TaKıKe ABa HEMNEHTUCPMIIMPOBAHHbie COEĄMHEHHA HE MNPOMCXOAAT Us 
IHIpoTeOJIMTMAECKOTO pacıala MernTuxoB, MMEILIAXCA B IIMTATEJIBHOJH Cpe- 
ne. Ilpennonaraetca, YTO OHM CMUHTe3UPOBAHBI CBOEOÓPA3HBIMM CMHHTETA- 
3aMM yxKe Ha BTOpoú MeHb BBIPAINMBAHKA. 


Ta6n. 1. KauecTBeHHbIń COCTaB (PUKCUPOBAHHBIX AMMHOKUCHOT B Pa3HbIx Ce- 
puax cyócrpaTa. 

Ta6n. 2. KaHecTBeHEbIi COCTAB (DUKCHPOBAHHBIX AMMHOKUCJIIOT B Pa3HbIX Ce- 
PMAX ACCATUAHOBHBIX DUABTPATOB KYJBTYPBI CTOJOHAKa (Cl. tetani). 


SUMMARY 


It was found that proteolitic enzymes produced by Clostridium tetani 
did not secrete cystine and hydroxyproline from the proteins of the 
Legroux-Ramon media. It was also found that P-alanine and two 
unidentified compounds did not come from the proteolitic decomposition 
of the peptides which existed in the media. It is supposed that they are 
synthesized by specific synthetases as early as on the second day of 
growing. 
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